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1 . Le present rapport d'examen pr^linninaire international, etabli par Tadnriinistaratlon charg6e de I'examen pr§linninaire 
international, est transmis au deposant conformement a Tarticie 36. 



2. Ce RAPPORT comprend 5 feuilles, y connpris la presente feuille de couverture. 

la 11 est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui 
ont 6t6 modifi6es et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites 
auprfes de radministration chargee de Texamen preliminaire international (voir la regie 70.16 et I'instruction 607 
des Instructions administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent 6 feuilles. 
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I. Base du rapport 

1 . En ce qui concerne les elements de la demande internationale (les feuilles de remplacement qui ont et6 
remises ^ ('office recepteur en rSponse a una invitation faite conformement a ('article 14 sent considerees, dans 
ie present rapport , comme "initialement ddposees" et ne sontpas jointes en annexe au rapport puisqu'elies ne 
contiennent pas de modifications (regies 70,16 et 70,17)) : 

Description, Pages 

1 -26 telles quMnitialement deposees 

la partle de la description r?serv?e au listage des s?quences, Pages 
1-11 telles qu'initialement deposees 

Revendications, No. 

1 -33 re5ue(s) Ie 1 2. 1 1 .2004 avec lettre du 1 2. 1 1 .2004 
Dessins, Feuilles 

1 /1 3-1 3/1 3 telles qu'initialement deposees 

2. En ce qui concerne la langue, tous les elements indiques ci~dessus etaient & la disposition de Tadministration 
ou lui ont ete remis dans la langue dans iaquelle la demande intemationale a §te d6pos6e, sauf indication 
contraire donn6e sous ce point. 

Ces 6l6ments etaient a la disposition de i'administration ou lui ont ete remis dans la langue suivante: ,qui est: 

□ la langue d'une traduction remise aux fins de la recherche internationale (selon la r5gle 23.1 (b)). 

□ la langue de publication de la demande internationale (selon la regie 48.3(b)). 

□ la langue de la traduction remise aux fins de Texamen preliminaire internationale (selon la regie 55.2 ou 
55.3). 

3. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acide aminesdivulgu^es dans la demande 
intemationale (Ie cas echeant), Texamen preliminaire intemationale a et§ effectu6 sur la base du listage des 
sequences : 

!3 contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

B depose avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ remis ulterieurement a I'administration, sous forme ecrite. 

□ remis ulterieurement a I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ La declaration, selon Iaquelle Ie listage des sequences par ecrit et foumi ulterieurement ne va pas au-dela 
de la divulgation faite dans la demande telle que deposee, a 6t6 foumie. 

□ La declaration, selon Iaquelle les informations enregistrees sous dechiffrable par ordinateur sont identiques 
a celles du listages des sequences Presente par ecrit, a ete fournie. 

4. Les modifications ont entralne Tannulation : 

□ de la description, pages : 
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□ des revendications, nos : 

□ des dessins, feuilles : 

5 □ Le present rapport a ete formula abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont et§ considerees 
comme allant au-delS de I'expose de I'invention tel qu'il a 6te d6pose. comme il est indique ci-apres (regie 
70.2(c)) : 

(Toute feuille de remplacement comportant des modifications de cette nature doit etre indiquee au point 1 
et annex6e au present rapport.) 

6. Observations compl§nnentaires, le cas echeant : 

V. Declaration motivee selon Tarticle 35(2) quant a la nouveaute, Tactivite inventive et la possibilite 
d'application Industrielle; citations et explications a Tappui de cette declaration 

1. Declaration ... ^ 
Nouveaute Oui: Revendications 1-33 

Non: Revendications 

Activite inventive Oui: Revendications 1-33 

Non: Revendications 

Possibilite ^application industrielle Oui: Revendications 1-33 

Non: Revendications 

2. Citations et explications 
voir feuilie :>eparee 
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Concernant le point V 

Declaration motivee quant a la nouveaute, Tactivite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a Tappui de cette declaration 

II est fait reference aux documents suivants : 

D1 : DE WAARD MICHEL ET AL: "Properties of the alpha-1-beta Anchoring Site 
in Voltage-dependent Ca-2+ Channels" JOURNAL OF BIOLOGICAL 
CHEMISTRY, AMERICAN SOCIETY OF BIOLOGICAL CHEMISTS, BALTIMORE, 
MD, US, vol. 270, no. 20, 19 nnai 1995 (1995-05-19), pages 12056-12064, 
XP0021 98860 ISSN: 0021-9258 

1). La presente demande Internationale a trait a une proteine chimerique derive d* un 
canal calcique haut seuil, caracterisee en ce qu* elle comprend au moins une sous- 
unite p ou un fragnnent de celle-ci incluant au molns le domaine BID (beta interaction 
domaine, description, page 3), fusionnee a son extremite NHg ou COOH avec la boucle 
l-ll d' une sous-unite ou un fragment de celle-ci incluant au moins le domaine AID. 

1.1) . Au vu des documents cites dans le Rapport International de Recherche, V objet 
des revendications 1-33 est nouveau (Art. 33 (2) PCT). 

1.2) . Les revendications 1-33 satisfont egalement, en tant que telles, aux conditions 
requises par le PCT en ce qui concerne V activite inventive (Art. 33 (3) PCT). 

D1 qui est considere comme etant T art anterieur le plus proche de la revendication 1, 
decrit une proteine chimerique comprenant le domaine d 'interaction a-, (AID^) d* un 
canal calcique haut seuil fusionne a la proteine glutathione S transferase. 

Par consequent, I' objet de la revendication 1 differe de D1 en ce que la proteine 
chimerique comprend une sous-unite |3 ou un fragment de celle-ci incluant au moins le 
domaine BID derive d* un canal calcique haut seuil. 

Le probleme que la presente invention se propose de resoudre peul done etre 
considere comme de foumir des outils pour V etude des voies de signalisation ceilulaire 
dependantes des recepteurs couples aux proteines G (RCPG) et T identification de 
composes modulant I' activite des proteines G. 

La proteine chimerique de la revendication 1 qui n' etait ni decrite ou suggeree dans V 
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art anterieur resout d* une maniere surprenante le probleme decrit ci-dessus. 
Le commentaire fait ci-dessus est aussi valable pour les revendications 2-33. 
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REVENPICATTONS 
1*0 Protfine cfaim^riqae d^v^e dHm canal caldque haut seuil, 
caractdrisee esa ce qu*elle comprend au moins une sous-unit6 p ou xm fiagmait de 
ceUe-ci incluant au moins le domaine BED, fusionn6(e) k son extremity NH2 ou COOH 
avec la boucle I-H dHine sow-unit6 ai ou un ftagmant de celle-ci incluant au moins le 
domaine AH). 

2") Prot^ine chim^rique selon la revendication 1, caract6ris6e en ce 
qu'elle est constitute par une sous-unit6 p fusionn6e k son extr6mite NHj ou COOH 
avec la boucle I-n dhme sous-unite ai. 

3") ProtSine chim&ique selon la revendication 1, catactraisde en ce 
qu'eUe est constita& par le domaine GK-Uke d'une sous-imit6 p fosionng h son extr6- 
mitS NH2 ou COOH avec la boucle I-H d\ms sous-unit^ ai. 

4") Prottine selon Tune quelconque des revendications 1 i 3, caiac- 
teriste en ce que la sous-unite p ou son fragment et la boucle I-H on son fragment sont 
separis par m peptide espaceur. 

5°) Proteine chimerique selon I'une quelconque des revendications 1 
i 4, caracteris^e en ce qu'elle est issue d'un canal calcique haut-seuil sensible aux 
prot^ines G. 

6°) Prot6ine rfum&ique selon la revendication 5, caract^risee en ce 
qu'elle comprend la boucle I-E dW sous-unite aj saectionn6e panni a,A. ajB et a,E 
ou Tin fragment de celle-ci. 

7") Protdine chimerique selon Tune quelconque des revendications I 
i 6, caract6ris6e en ce qu'eUe comprend une sous-unit6 p saeotionn& dans le groupe 
constitu^ par pi. Pa, P3 et P4 ou un fragment de celleKsi. 

8") Proteine chiffldiique variant issue d'une proteine chimerique 
selon I'une quelconque des revendications 1 k 7, caracterisee en ce qu'elle pr&ente 
une mutation d'au moins un acide aminS dans les sequences de la dite sous-nnit6 p 
et/ou de la boucle I-II d'une sous unite ai. 
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9°) Prot^ine chiin6rique variant selon la revendication 8, caracterisee 
ea ce que ladite mutation modifie TafSnit^ de la sous-unite p pour le firagment de la 
boucle I-II de la sous-unit6 a et/ou r6ciproquement. 

10®) ProtSine chimerique variant selon la revendication 8 on la 
5 revendication 9, caract&isSe en ce que lesdites mutations sont selectionn^ panni les 
mutatioiis suivantes du domaine AID de la boucle HI de la sous-unit^ ai : Q383A, 
Q384A, E386D, E386S, L389H, G391R. Y392S, Y392F, W395A, I396A et E400A, 

11°) Prot^ine chimerique selon Tune quelconque des revendicadons 
1 & 10, caracteris6e en ce qu'elle est couplee, de preference de maniere covalente,-4 au 
10 moins un marqueur appropri^ pennettant la detection et/ou la purification et/ou 
rimmobilisation de ladite proteine. 

12°) Proteine chimerique selon la revendication 11, caracteris6e en 
ce qu*elle comprend un fluorophore accepteur ou donneur respectivement k son 
extremite NH2 et/ou COOH. 

15 13®) Proteine chimerique selon la revendication 12, caracterisee en 

ce que le fluorophore accepteur est la proteine fluorescente CFP ou BFP et le fluoro- 
phore donneur est la proteine fluorescente GFP ou YFP. 

14°) Peptide, caract6ris6 en ce qu'il comprend un fragment d'au 
moins 7 acides amines de la sequence de la proteine chimerique selon Pune 
20 quelconque des revendications 1 k 13, lequel fragment incluaixt au moins les 7 acides 
aminds situ6s a la jonction de la sous-unit6 p et de la boucle I-II de la sous-unitd ai 
d*un canal calcique ou de leurs fragments tels que d6finis k la revendication 1 . 

15°) Anticorps, caracterises en ce qu'ils sont diriges centre un 
peptide selon la revendication 14 et en ce qu'ils reconnaissent exclusivemeni la 
25 proteine chimerique selon Pune quelconque des revendications 1 & 13. 

16°) Molecule d'acide nucleique, caracteris6e en ce qu'elle est selec- 
tionnee dans le groupe constitue par les sequences codant pour ime proteine 
chimerique selon Pune quelconque des revendications 1 a 13 ou un peptide selon la 
revendication 14,. et les sequences complSmentaires des pr6c6dentes, sens ou anti- 
30 sens. ' * " ' , * 
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17°) Sondes et amorces, caract6ris6es en ce qu'elles comprenntent 
une sequence d'environ 10 k 30 nucleotides coirespondant a celle situ6el la jonction 
de la sous-umt6 p et de la boucle MI de la sous-unit6 ai d'un canal calcique ou de 
leurs firagments tels que definis a la revendication L 

5 18**) Amorces aptes a amplifier la sous-unit6 p et/ou la boucle I-U de 

la sous-unit6 ai d*un canal calcique ou leurs fragments tels que d^fitds h la revendi- 
cation 1, caract6risees en ce qu'elles sont s61ectionnees dans le gronpe constitu6 par 
les sequences SEQ ED NO: 1, 2, 4, 6, 7, 8 et 9. 

19^) Vecteur recombinant, caract6ris6 en ce qu'il comprend im insert 

10 s61ectionn6 dans le groupe constitu^ par les molScdes tfacides nucleiques selon la 
revendication 16. 

20**) Vectexur recombinant selon la revendication 19, caractdrise en 
ce qu'il s'agit dHm vecteur ^expression eucaryote pr^sentant une sequence 
s61ectiomiee dans le groupe constitu6 par les sequences SEQ ID NO: 5 et SEQ ID NO: 
15 10. 

21'') Cellules modifiSes par un vecteur recombinant selon la reven- 
dication 19 ou 20, par une mol6cule d'acide nuclSique selon la revendication 16 ou 
par une protfiine chim^que selon Tune quelconque des revendications 1 & 13. 

22*=") Cellules modifiees selon la revendication 21, caract&isees en 
20 ce qu'il s'agit de cellules eucaryotes. 

23**) Cellules modifiees selon la revendication 21 ou la revendica- 
tion 22, caracterisdes en ce qu'elles expriment au moins un recepteur enable de se 
lier aux prot6ines G. 

24°) Mammifere transgenique non*humain, caract^rise en ce que 
25 tout ou partie de ses cellules sont traiisfoimees par une molecule d'acide nucleique 
selon la revendication 16, 

25°) Utilisation d'un produit sfilectionn^ dans le groupe constitu6 par 
les protemes chimeriques selon Tune quelconque des revendications 1 it 13, les 
molecules tfacides nucl6iques selon la revendication 16, les vecteurs recombinants 
30 selon la revendication 19 ou la revendication 20, les cellules modifites selon Tune 
quelconque des revendications 21 a 23 et les mammiferes transgeniques non-hiraiains 
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selon la levendication 24, pour Tdtude des voies de signalisation et de r6gulation 
cellulaires dependantes des r^cepteurs couples aux protSines G. 

26°) Utilisation d'un prodmt s61ectioim6 dans le groupe constitue pax 
les proteines chimeriques selon Tune quelconque des revendications 1 a 13, les mol6- 
5 cules d'acides nucleiques selon la revendication 16, les vecteurs recombinants selon la 
revendication 19 ou la revendication 20, les cellules modifiees selon Tune quelconque 
des revendications 21 a 23 et les mammii&res transg^niques non-hxunains selon la 
revendication 24 pour le criblage d'agonistes et/ou d'antagonistes des voies de signali- 
sation et de regulation cellulaires d^pendantes des riScepteurs couple aux proteines O. 

10 27°) Utilisation d\ui produit sSlectionn^ dans le grooxpe constitue par 

les proteines chimeriques selon Tune quelconque des revendications 1 13, les 
molecules d'acides nucleiques selon la revendication 16, les vecteurs recombinants 
selon la revendication 19 ou la revendication 20, les cellules, modifiees selon Tune 
quelconque des revendications 21 k 23 et les manunij^res transgeniques non-humains 

15 selon la revendication 24 pour le criblage d'antagonistes de interaction entre les 
souS'Unites ai et ]} des canaux calciques haut-seuil. 

28°) Methode d'etude des voies de signalisation et de regulation 
cellulaires dependantes des recepteurs couples aux proteines G, caracteiisee en ce 
qu'elle comprend au moins les dtapes suivantes : 

20 ai) la culture de cellules modifi6es exprimant une prot6ine 

Qblmerique issue d'un canal calcique sensible aux proteines O et un recepteur couple 
au proteine G selon la revendication 23, 

bi) la transduction d'un signal par Tintermediaire dudit recepteur 
couple aux proteine G, par tout moyen approprie, et 

25 ci) la determination, par tout moyen approprie, de la proportion de 

iMM^ 36Qteine chimerique exprimee dans lesdites cellules qui est liee k une sous-unite 
GPy. 

29**) Methode de criblage d*agonistes/d*antagonistes des voies de 
.aaanalis^on et de regulation cellulaires dependantes des recepteurs couples aux 
30 ^oteines G, caracterisee en ce qu'elle comprend au moins les etapes sxiivantes : 



• .HEUIliUEfMCaKfSiEE 



^^^^Mfy^y^ U:09-_EAX..3.S_q_1532i0863 CABIWiUSjRE.S -♦-.-» OEB Munich IK-T^ >xr.;jV'-v 

^^^^ . • . raiMii 



31 

a2) la culture de cellules modifi^es exprimant une proteine 
chimerique issue d'un canal calcique sensible aux proteines G et un recepteur couple 
aux proteines G selon la revendication 23, 

hz) la transduction d*un signal par Tintenn&iiaire dixdit r6cepteur 
5 coupl6 aux proteines G, par tout moyen approprie, 

ca) la dSteimination comparative, par tout moyen approprie, de la 
proportion de ladite proteine chimerique exprimSe dans les cellules qui est liee k une 
sous-unite GPy, avant et apr5s la mise en contact desdites cellules en b^) avec une 
molecule a tester, et 

10 62) r identification des molecules agonistes/antagonistes des voies de 

signalisation et' de regulation cellulaires ddpendantes des recepteurs couples aux 
proteines G, correspondant a celles capables respectivement d'augmenter et de 
diminuer la concentration cellulaire en sous-unites GPy libres. 

30^) Methode selon la revendication 28 ou la revendication 29, 
15 caracterisee en ce que lesdites cellules modifiees en ai) ou en 3.2) expriment une 
proteine chimerique coupiee, k ses extremites NH2 et COOH, respectivement a un 
fiuorophore donneur et un fluorophore accepteur de fluorescence et ladite determina- 
tion en ci) ou en C2) est effectuee par la technique de transfert de fluorescence (FRET). 

3P)' Methode de criblage d'antagonistes de Tinteraction entre les 
20 sous-unites ai et p des canaux calciques haut-seuil, caracterisee en ce qu'elle 
comprend au moins les etapes suivantes : 

aa) la mise en contact d'une molecule a tester avec une proteine 
chimerique issue d'un canal calcique sensible ou insensible aux proteines G selon l*une 
quelconque des revendications 1 4 13, et avec un peptide comprenant le domaine AID 
25 tfune sous-unite ai insensible aux proteines G, 

bs) la mesure^ par tout moyen approprie, de la liaison de ladite 
proteine chimerique audit peptide, et 
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C3) ridentification des antagonistes de rinteraction mtre les sous.- 
unites ol\ et p, correspondant a ceux avec lesquels on observe une liaison de ladite 
proteine chimerique audit peptide. 

32**) M^thode de criblage selon la revendication 31, carac^s6e en 
ce que ledit peptide comprenant le domaine AID est immobilise sur un support solide 
et ladite protfiine chimerique est une prot6ine chimSrique selon IHrne quelconque des 
revendications 11 & 13. 

33°) Trousse pour la mise en osuvre d'\me methode selon Tune 
quelconque des revendications 28 a 32, caracteris6e en ce qu'elle comprend au moins 
un produit selectionn6 dans le groupe constitue par les proteines chim6riques selon 
Tune quelconque des revendications 1 a 13, les molecules tf acides nucWiques selon la 
revendication 16, les vecteurs recombinants selon la revendication 19 ou la revendica- 
tion 20, les cellules modifiees selon Tune quelconque des revendications 21 a 23 etles 
mammiferes transgeniques non-humains selon la revendication 24. 
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